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【要旨】EBウイルス関連胃癌の発生機構を解析するために，　EBウイルスの胃粘膜上皮への感染機序と本
ウイルスの癌化における役割を検討した．
　EBウイルスの構成遺伝子であるEBERの発現を認めたEBウイルス関連胃癌組織10例を用い，ウイル
ス産生の指標とされるZEBRA抗原とその遺伝子発現を検：出した結果，　ZEBRA抗原陽性細胞は上皮下のリ
ンパ球浸潤巣にその局在を示し，ZEBRA遺伝子の発現量はリンパ球浸潤の強さと平行する傾向を示した．
この結果から，上皮下のウイルス産生細胞から産生されたウイルスの胃粘膜上皮への感染が示唆され，in
vitroでウイルス産生細胞株を用い胃癌細胞への感染を試みたところ高率に感染が成立した．
　更に癌抑制遺伝子p53と本ウイルスの関連を検討し，　EBウイルス関連胃癌ではp53の点突然変異は検出
されず，p53蛋白とEBウイルス蛋白（EBNA1）との結合により抑制機構が不活化されている可能性が示唆
された．
　以上の結果からEBウイルス関連胃癌の成立機序に胃粘膜上皮下のEBウイルス感染B細胞の再活性化
が関与し，上皮細胞に感染後はp53蛋白とウイルス蛋白が結合することが発生原因の一つと考えられた．
はじめに
　近年，Epstein－Barrウイルス（EBウイルス）が
癌細胞に存在している胃癌，即ちEBウイルス関連
胃癌の存在が明らかになった．このEBウイルス関
連胃癌は地域による発生頻度の違いはあるが胃癌の
3～！8％を占めるとされ1～3），“1ace　pattern”を特徴
とする組織像，高度なリンパ球浸潤を伴うこと4・　5），
発癌に関わる遺伝子の異常が少ないことなどの特徴
が報告されているものの6），その詳細な発生機序は
明らかではなく，特に胃粘膜へのEBウイルスの感
染機構は未だ不明である．
　EBウイルスはヘルペスウイルス科に属する2本
鎖DNAウイルスであり，成人の90％以上が潜伏
感染しているウイルスである．EBウイルスは他の
ヘルペスウイルス科のウイルスと同様に初感染後，
潜伏感染状態が成立し，感染個体に終生保持される．
しかし，潜伏感染しているウイルスは何らかの刺激
が加わると潜伏感染状態が破綻し再活性化を起こす
ことが知られている7～9）．EBウイルス再活性化は
ウイルス遺伝子の転写およびゲノムの複製に始ま
り，最終的には感染細胞の破壊を伴ってウイルス粒
子が再生産され，これによって新たな感染源となる
現象である．このようなEBウイルスの再活性化は
口腔白板症の上皮細胞10・1！），後天性免疫不全症候群
（AIDS）患者10～13）や免疫抑制剤投与中の免疫不全
状態の際に生じることが知られており14，15），EBウ
イルス関連胃癌でも患者血清中のviral　capsid
antigen（VCA）やearly　antigen（EA）に対する抗
体価が健常者と比較して有意に高いことから，再活
性化を介して産生されたEBウイルスが胃粘膜上皮
に感染することにより病態が形成されると考えられ
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ている．
　現在までに，EBウイルス再活性化機構の解明は
in　vitroでのEBウイルス潜伏感染細胞を用いた系
で解析されており，それらの解析結果から，再活性
化への移行にはウイルス構造遺伝子であるBZLF1
遺伝子発現を介したウイルス遺伝子の複製，前早期
遺伝子転写誘導が必須であることが示されている．
BZLF！遺伝子産物であるZEBRA（Zta，　EB1，　Zpro－
tein）は複製への移行に際して最初に転写される遺
伝子産物であり，EBV潜伏感染細胞中で発現させ
ると単独でウイルス複製状態を誘導できる唯一の蛋
白であること16　x一　21），EBウイルス早初期遺伝子
（BRLF1，　BMLF1，　BALF2）および初期，後期遺伝子
を活性化すること22・23＞，再活性化時に使用されるウ
イルス複製起点oriLytにはZEBRAの結合配列が存
在することなどの点24　”一　26）からZEBRAは再活性化
時に必須かつ不可欠な因子であり，EBウイルス再
活性化を検出するための指標とされている．
　本研究ではEBウイルスの再活性化を介した胃癌
の成立機序を検証する目的から，EBウイルス関連
胃癌材料の病理組織学的検討を行いZEBRA発現の
検出を試み，培養胃癌細胞株を用いたin　vitroにお
けるEBウイルスの感染実験，更にEBウイルスの
癌化における役割を検討する目的から本ウイルスと
癌抑制遺伝子p53との関連を検討した．
研究材料および方法
　1．手術材料
　凍結保存されている胃癌手術材料のうち，病理組
織学的に腺癌と診断された64症例から，in　situ　hy－
bridization（ISH）法によりEBV－encorded　small
RNA（EBER）の発現が検出された10例を検索対
象とした．尚，剖検材料より得た健常胃粘膜組織な
らびに非腫瘍性胃粘膜10例を対照として用いた．
　2．In　situ　hybridization（ISH）法
　1）前処理
　凍結組織からCryostatにて4mm切片を作製し
風乾・アセトン固定後，Tris－buffered　saline（TBS）
に10X　Proteinase　K（DAKO，　Glostrup，　Denmark）
を1000倍希釈した溶液を室温で20分間反応させた
後，RNase　free　water（Sigma，　lnc．，　St．　Luis，　Mo，　USA）
にて洗浄を行った．
　2）ハイブリダイゼーション
　EBERに対するオリゴヌクレオチドプローブ
（DAKO，　Glostrup，　Denmark）を切片に滴下，カバ
ーガラスで被い，保湿箱中で55。C，90分間反応を
行った．その後，蒸留水にString　Wash　Solution
（DAKO，　Glostrup，　Denmark）を60倍希釈した溶液
中で55。C，25分間作用させ余分なプローブを除去
した．次いで，TBSにて3分間室温で洗浄を行っ
た．
　3）発色反応
　Alkaline　phosphatase標言詮抗FITC抗体（DAKO，
Glostrup，　Denmark）を切片に50μ1滴下し，室温に
て30分間反応し，その後，TBSで2回，3分間の
洗浄を行い，蒸留水で2回，1分間量産した．
　5－bromo－4－chloro－3－indolylphosphate／nitroblue
tetrazolium（BCIP／NBT，　DAKO，　Glostrup，　Denmark）
を切片に50μ1滴下し，暗所にて室温60分間反応
させ発色させた．その後に，蒸留水で洗浄し，
Methylgreen（和光，大阪）で核染色後にグリセロ
ール（和光，大阪）にて封入した．
　3．免疫組織学的検討
　凍結組織片はCryostatにて4mm切片を作製し，
一次抗体としてZEBRA蛋白に対するモノクローナ
ル抗体（DAKO，　Glostrup，　Denmark）を用い，ヒス
トファインSABキット（ニチレイ，東京）による
Streptoavidin－biotin法（SAB法）にて免疫組織染色
を行った．
　尚，抗ZEBRA抗体陽性細胞を同定するために抗
ケラチン抗体　（AE3）（Becton　Dickinson，　Moutain
View，　CA），抗CD3，　CD4，　CD8，　CD　14，　CD20，　CD21，
HLA－DR抗体（Coulter，　Haleah，　Finland），抗血VIII
因子抗体（Cederlane，　Hornby，　Canada）を用いた．
EBNA抗体陽性血清を用いた蛍光抗体法は2次抗体
にFITC標識の抗C3c抗体を用い行った．
　4．RNA抽出
　凍結材料を細切後，TRI　zo1　Reagent（Gibco）5ml
に懸濁，22ゲージ注射針通過によってDNAを細断
した．通法に従いクロロホルム抽出後，イソプロパ
ノール沈澱を行い，80％エタノールによる洗浄後，
DEPC処理蒸留水に懸濁しtotal　RNAとした．
　cDNA合成反応熱の組成は50　mM　Tris－HC1（pH
8．3），　75　mM　KCI，　3　mM　MgCl，，　10　mM　DTT，　dNTP
m xture 10　mM　Oligo　（dT）　18’v　20　primer，　10pag　poly
（A）＋RNAである．
　65。C，10分間の加熱によって変性を行い，370C，
60分間静置した後，逆転写酵素を加えた．逆転写
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酵素はSuperscript　II　RNase　H　Reverse　transcriptase
（GIBCO）を101U使用した．逆転写反応は37。C，
60分間行い70。C，15分問処理によって酵素失活を
行った．
　5．　Reverse　transcription　polymarase　chain
　　reaction（RT－PCR）法
　上記のように合成したcDNAを用いZEBRAに特
異的primerによりPCRを行った．　PCR反応液の
組成は1mM　Tris－HCI（pH　8．3），5mM　KC1，3mM
MgC12，　200　mM　dNTP　mixture　（dATP，　dCTP，　d　GTP，
dTTP），　gelatin　200μg／m1の反応液に2．5　UのTaq
polymerase（Boehringer　Mannheim，　Germany）を
加え，50μ1に調製した後，Programable　thermal
controler（フナコシ，東京）で温度の周期的変化を
加えた．
　反応条件は940C30秒，550C30秒，72。C30秒を
30サイクル，その後72。C5分間反応させた．得ら
れたPCR産物10μ1を2％アガロースゲル電気泳動
で分離した後にエチジウムブロマイド染色し，UV
下で確認を行い，ナイロン膜に転写し，32Pで標識
したBZLF－1遺伝子20）でハイブリダイゼーションを
施行した．ZEBRA発現の検出のために用いた
primerの配列はBZ－1（5’側）
　5’一TTC　CACAGCCTGCACCAGTG－3’，　BZ－2　（3’側）
5’一GGCAGCAGCCACCTCACGGT－3’である．
　6．細胞培養
　培養細胞は牛胎児血清（fetal　calf　serum：FCS，
Gibco，　Grand　Island，　NY）を10％加えたRPMI　1640
培地（10mMHEPES，1001U／ml　penicillin，100μg／
ml　streptomycinを含む）で37。C，5％CO2の環境
下で培養した．本検索で用いた胃癌細胞株はAZ－
52127・28），　NUGC－229t・30），　NUGC－329・30），　MNK2828），
MNK7431＞でヒューマンサイエンス研究資源バンク
より供与され，EBウイルス産生細胞株はATCC
（American　Tissue　Culture　Collection）より購1入し，
東京医科大学湯生物学教室水野文雄教授より供与さ
れたB95－8を用いた．またEBV産生株の陽性対照
としてAKATA細胞株も用いた32）．
　7．EBウイルス感染
　胃癌細胞株へのEBウイルス感染実験は，ウイル
ス単独で感染させる系とウイルス産生株を共に培養
し感染の成立を検討する二つの実験群に分け検索を
行った．前者はB95－8細胞をTPA処理した培養上
清を0．45μmのボアフィルターを通しウイルス液と
した．このウイルス液を10倍希釈し総細胞数106
個／mlに調製した胃癌細胞株に加え培養した．
　後者は，胃癌細胞株を24ウエルのプレートにコ
ンフルエントになるまで培養し，各々のウエルに
15000radのコバルト照射したB95－8を総細胞数106
個に調製し胃癌細胞株と共に培養した．感染の確認
は，感染72時間後にEBNA抗体陽性血清を用いた
蛍光抗体法により行い，3週間の培養の後，EBER
の発現をISH法で行うと共に下記のように種々の
EBウイルス抗原の検出をイムノブロット法で行っ
た EBVの感染を確認するために行った蛍光抗体
法の為の細胞の準備は24ウエルのプレートで行っ
た混合培養と同一条件で平行して行った。即ち，ス
ライドグラスチックチャンバー（20mm×25　mm）
にコンフルエントに付着させた胃癌細胞に，前述の
ような前処理をしたB95－8細胞を加え培養した後，
チャンバーをPBSで洗浄し浮遊B95－8細胞を除去
した．室温乾燥後，4。C，アセトンーメタノール
（1：1）混合液中で5分間固定し用いた．蛍光抗体
染色は抗EBNA抗体陽性ヒト血清を一次抗体とし，
37。C，1時間反応させた後，　FITC標識抗ヒトC4c
ウサギ抗体を2次抗体とし反応させ検鏡した．
　8．イムノブロット法
　培養細胞は1mM　Na3VO4／PBSで洗浄し上清を除
去後，50μ1のlysis　buffer（50　mM　Tris－HCI，150　mM
NaCl，1mM　EDTA，1mM　PMSF，1mM　Na3VO4，　10／o
Triton）（一100）を加え，！0分間，20。Cに放置して溶
解させた．この液を14500rpm，40C，10分遠心後，
上清を回収してイムノブロット法に供した．回収し
た細胞溶解液を2xサンプルバッファーと等量混合
し，5分間沸騰させた後SDS－PAGEゲルにアプライ
して泳動後，PVDF膜（Milipore）に120　mA，1時
間かけて展開した．転写したPVDF膜はブロック
エース（雪印）で室温，30分間ブロッキングし，
引き続き抗EBNA1抗体（Biogenesis社，英国）で
室温1時間反応させ，洗浄液（20mM　Tris－HC1，
5％ブロックエース，0．1％tween　20）で3回洗浄．
次にperoxidase標識抗マウスIgG抗体（Zymed）
を室温で1時間反応後，洗浄液で3回洗浄し，ECL
detecion　kit（Amersham）を用いて発光させ，　X線
フィルムを感光させた．
　9．p53遺伝子のPCR－single　strand　conforma－
　　tion　polymorphism　（SSCP）
　EBウイルス関連胃癌材料から通法によりDNA
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を抽出し，Table　1に示したp53特異的primer
（Exon　5～Exon　8）によりPCRを行い，その増幅産
物をファルマシア製ALFEXPRESSにてSSCP解析
を行った33）．
　10．免疫沈降法
　組織を1ysis　buffer（20　mM　Tris－HCI，pH　8．0；lmM
EDTA；1mM　PMSF；1mM　Na3VO4；1％NP－40）に加
え，4QCに15分以上放置し細胞を溶解させた．細
胞溶解液をProtein　G－sepharose（Pharmacia）を加
えて4。Cで60分インキュベートさせ，　Protein　G－
sepharoseを遠心除去後，細胞溶解液に抗体を加え
て40Cで反応させ，これにProtein　G－sepharoseを
加え，抗原抗体複合体をProtein　G－sepharoseと沈
降させた．反応後，lysis　bufferで3回洗浄し，　SDS
ゲル電気泳動を行い，以降は上記と同様にイムノブ
ロット法で検出した．
結 果
　1．ISH法によるEBER発現の検出
　EBER遺伝子の発現の程度は症例により様々であ
ったが，胃癌上皮細胞の核内に特異的に検出された．
問質にみられる明らかなリンパ球浸潤を示す部位は
胃癌上皮細胞の様な強い反応は示さず，散在性に弱
陽性の所見を呈し，周辺非腫瘍性胃粘膜には明らか
な陽性所見は認められなかった（Fig．1）
　2．免疫組織学的検討
　EBウイルスの再活性化の指標であるZEBRA．蛋
白の組織内局在を検討する目的でEBウイルス関連
胃癌材料10例と健常胃粘膜組織の10例を用い，抗
ZEBRA抗体を1次抗体とする免疫組織染色を行っ
た．その結果，EBウイルス関連胃癌10例中9例に
抗ZEBRA抗体の陽性所見が認められた．これらの
症例はいずれも明らかなリンパ球浸潤を認める症例
であり，その陽性所見はEBERの発現部位とは対
称的に上皮下のリンパ球浸潤の認められる部位に限
局して認められた（Fig．2）．抗ケラチン抗体陽性の
胃癌上皮細胞や周辺の非腫瘍性胃粘膜上皮細胞には
これらの陽性所見は無く，健常胃粘膜組織の10例
にも抗ZEBRA抗体の陽性所見は1例も認められな
かった．
　3．ZEBRA遺伝子発現の検出
　EBウイルス関連胃癌組織のZEBRA遺伝子発現
を検討する目的から，EBV陽1生胃癌10例と健常胃
粘膜組織10例を用い，特異的primerによるRT一
Table　1　DNA　sequence　of　primer　to　detect　point　muta－
　　　　tion　of　p53　for　PCR－SSCP　method．
　　　　（PCR－SSCP：　polymerase　chain　reaction／single
　　　　strand　conformation　polymorphism）
Exon－5
5Fl
sF2
Exon－5
5Rl
sR2
Exon－7
7F1
7F2
Exon－7
7R1
7Rl
Exon－8
8F1
8F2
Exon－8
8R1
8Rl
forward
5’＞TTC　CTC　TTC　CTG　CAG　TAC　TCC〈3「
5，　〉　’1’1”C　CTC　’IYI’C　CTG　CAG　TAC　TC　〈　3’
reverse
5’　〉　TCG　CTA　TCT　CAG　CAG　CGC　TC　〈　3　t
5’　〉　AGC　TGC　TCC　CCA　TCG　CTA　T〈　3　t
forward
5’　〉　TTC　TAG　GTI“　GGC　TCT　GAC　〈　3’
5t　〉　CTA　GGT　TGG　CTC　TGA　CTG　TA　〈　3　t
reverse
5’　〉　TGG　AGT　CrlT　C　CA　GTG　TGA　TG　〈　3’
5t　〉　CTG　GAG　TCT　TCC　AGT　GTG　AT〈3’
forward
5’　〉　CTA　TC　C　TGA　GTA　GTG　GTA　ATC　〈　3　t
5’　〉　TGG　TAA　TCT　ACT　GGG　ACG　GA　〈　3　t
reverse
st＞TGC　TTA　CTT　CGC　TTA　GTG　CT〈3’
5t　〉　CGG　AGA　”［［YI“C　TCT　TCC　TCT　GT　〈　3’
PCR法によってそのmRNA発現を解析した．その
結果，症例による発現量の差は認められたが，
EBV陽性胃癌全例においてZEBRAの増幅産物に相
当する182bpのバンドの発現が検出された（Fig．
3）．その発現量はリンパ球浸潤の強い症例で多く認
められる傾向を示した．一方．健常胃粘膜上皮組織
では明らかにZEBRA遺伝子の発現は認められなか
った．
　4．胃癌細胞株を用いたEBウイルス感染実験
　上記の組織学的な解析結果から，胃粘膜上皮への
EBウイルスの感染は上皮下に浸潤しているEBウ
イルス感染B細胞の再活性化により成立する可能
性が示唆されたため，EBウイルス非感染胃癌細胞
株を用いin　vitroにおいて種々の条件で感染実験を
行うことにより感染機序の検討を行った．EBウイ
ルス産生株であるB95－8から得たウイルス液での感
染実験は，MKN28，　MKN74，　AZ－521の細胞株で
EBNA陽性血清を用いた蛍光抗体法により明らか
に感染が確認された（Fig．4）．また共培養した同様
な細胞株でも感染が確認され，これらは同様にイッ
ムノブロット法によりEBNA1の発現が検出された
（4）
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Fig．　1　ISH　analysis　for　EBER　expression　in　gastric　carcinoma　tissue．　（×　100）
　　　（EBER：　EBV－encoded　small　RNA，　ISH：　in　situ　hybridization）
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Fig．2
　　　（×200）
　　　（ZEBRA：BamHIZ　Epstein－Barr　replication　activator）
　　　Immunohistochemical　study　of　gastric　carcinoma　tissue　using　anti－ZEBRA　antibody．
（Fig．5）．一方，　NuGc－2，　NuGc－3ではウイルス液
単独では感染は成立せず，共培養のみで感染が確認
された．感染上皮細胞中のB95－8細胞残存の可能性
を把握するために，共培養後にフローサイトメトリ
ーを用いて解析を行い，B95－8細胞と胃癌上皮細胞
の細胞の大きさの違いをフォワード・スキャッター
で確認すると共に，上皮細胞のマーカーである抗ケ
ラチン抗体や，マーモセット由来のB細胞はヒト
の抗原に類似し抗ヒト抗体で反応することが知られ
ていることからCD38に対する抗体を用いてB95－8
（5）
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Fig．　3　Expression　of　ZEBRA　gene　in　gastric　carcinoma
　　　tissue　and　normal　gastric　mucosal　epithelium　by
　　　RT－PCR　method．
　　　（RT－PCR：　reverse　transcription－PCR）
細胞の残存の可能性がないことを確認した．
　5．PCR－SSCPによるp53点突然変異の検出
　癌抑制遺伝子であるp53の点突然変異が癌化に関
与することや，この点突然変異が認められない症例
でもウイルス蛋白とp53蛋白が結合することにより
抑制機構が不活性化され，細胞が不死化する機序も
想定されていることから，EBウイルス関連胃癌に
おけるp53点突然変異の有無を明らかにするために
PCR－SSCP解析を行った．その結果，今回検索した
10例では点突然変異の頻度の高いExon　5～Exon　8
の領域に明らかな変異は認められなかったのに対
し，変異の陽性対照に用いた培養胃癌細胞株
（MKN74）では明らかな点突然変異が認められた
（Fig．　6）
　6．EBウイルス蛋白とp53の結合
上記の結果と合わせ，EBウイルス関連胃癌の成立
にp53蛋白とEBウイルス蛋白の結合を介した癌抑
制機構の喪失が考えられ，免疫沈降法を用いその関
与を検討した．10例のEB関連胃癌材料の中から，
免疫沈降に用いる十分量の蛋白が抽出可能だった2
例について，抗p53抗体ならびに抗EBNA1抗体で
免疫沈降法を行い，それぞれの当該抗体によりイム
ノブロット法で検出を試みたところp53とEBNA1
との結合を示唆する複合体が検出された（Fig．7）．
考 察
　胃粘膜組織へのEBウイルスの感染機序を把握す
るために，EBウイルス関連胃癌組織におけるEB
ウイルス感染細胞の検出を試みたところ，EBER遺
伝子の発現は胃癌上皮細胞では強陽性を示したのに
対し，ZEBRA抗原は上皮下のリンパ球浸潤巣に散
在性に認められた．従来，EBER遺伝子は潜伏感染
細胞だけに発現し，ウイルス産生細胞では認められ
EBV（＋） EBV（一）
Fig．　4　lmmunofluorescence　detection　of　EBNA　antigen　of　human　gastric　carcinoma　cell　line　（MKN28）　after　infection
　　　with　EBV．
　　　（EBNA　：　EBV－determined　nuclear　antigen）
（6）
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Fig．　5　lmmunoblot　study　using　anti－EBNA－1　monoclonal
　　　antibody．
　　　（LCL：　EBV－immortalized　lymphoblastoid　cell　line，
　　　B95－8：　viral　productive　cell　line）
ないことが知られており10・11），この結果は胃粘膜下
のEBウイルス感染B細胞が何らかの刺激を受け再
活性化することによりウイルスを産生し，胃粘膜上
皮への潜伏感染が成立した結果と考えられた．
SugiuraらはEBウイルス関連胃癌組織を本検：索と
同様にRT－PCRで検索し，　EBNA1の遺伝子発現は
検出されたが，再活性化に関与するZEBRAの発現
は認めず，EBウイルスは潜伏感染状態で存在して
いると報告し34），ウイルスを産生する再活性化状態
は認められないとしている．しかしながら，従来の
患者血清を用いた報告では，健常者やEBウイルス
陰性胃癌患者と比較すると，EBウイルス関連胃癌
患者ではウイルス産生時に表出する抗原である
VCAやEAに対する抗体価が著しく高いことが多
数報告されており5・　35），これらの結果はEBウイル
スの再活性化を反映しているものと考えられてい
る．このことから，今回の結果の相違は症例の多様
性によるものか，またはRT－PCR法の検出感度に起
因すると考えられた．
　現在までに上皮細胞へのEBウイルス感染の報告
は上咽頭癌36＞，エイズに合併する毛状白板症10・！1・13），
シェーグレン症候群における口腔乾燥症37）などの
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Fig．　6　The　analysis　of　p53　point　mutation　in　human　gastric　carcinoma　cell　line（MKN74）　by　PCR－SSCP　method．
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Fig．　7　The　detection　for　complex　formation　of　p53　and　EBNA－1　by　lmmuno－
　　　precipitation．
　　　（IP：　lmmunoprecipitation，　lanes　1　and　2：　EBV－positive　gastric　carcinoma
　　　tissue，　lane　3　：　normal　gastric　mucosal　epithelium）
例が多く知られている．しかし，Bリンパ球への感
染がin　vitroで容易に成立するのに比べ，上皮細胞
への感染の報告は少ない．Bリンパ球には特異的
に発現する補体受容体CD21がEBV感染の受容体
であり，それがEBVのBリンパ球指向性を決定し
ている38・39）．一・方，上皮細胞にはCD21が発現して
いないことから，どのような受容体を介して上皮細
胞に感染するかは未だ明らかでない40）．また，現在
までの感染実験の報告でも，細胞の種類によりウイ
ルス単独では感染せず，ウイルス産生細胞との共培
養でしか感染が成立しないことも報告されてい
る41）．今回，EBウイルスの胃粘膜上皮への感染様
式を明らかにする目的から，培養胃癌細胞株を用い，
ウイルス粒子を直接感染させる系とウイルス産生細
胞株を胃癌細胞株と共に培養し感染させる系とを試
みた．その結果，検討した細胞株の全てに感染が成
立したが，感染経路は細胞株によって異なる結果を
得た．これは用いた胃癌細胞の分化の程度により感
染が規定されるのか，または細胞表面上の未知ウイ
ルス受容体の発現の程度によるものなのか，今後の
検討で明らかにする予定である．
　今回の感染実験では検索した5種の胃癌細胞株す
べてに感染が成立し，100％EBウイルス陽性の胃
癌細胞株が得られた．この感染細胞はすべてEBウ
イルス陽性胃癌と同じでEBERとEBNA1を発現し
ており，EBウイルス陽性胃癌をin　vitroで再現す
るモデルとなるものであると考えられた．
　以上の検討から，胃粘膜上皮下に存在するEBウ
イルス産生B細胞によりウイルスが供給され，胃
粘膜上皮への感染が成立する可能性がin　vivoなら
びにin　vitroの結果から示唆された．しかしながら，
感染後の胃粘膜におけるEBウイルスを介した癌化
機構には不明な点が多い．本研究でもPCR－SSCP
を用いたp53の点突然変異は検出されず，従来の報
告でもEBウイルス関連胃癌は他の胃癌にみられる
ような遺伝子異常は極めてまれであることが報告さ
れ6），感染後にウイルスが宿主の細胞の構造遺伝子
に障害を与える可能性は少ない．またリンパ球を不
死化させる活性があるEBNA2やLMP1の発現はこ
の胃癌細胞では認められず34），同様な発現様式を示
すバーキットリンパ腫での検討では，EBウイルス
の持続的存在は癌細胞の維持に重要な働きを演じて
いるとされているものの42），ウイルス感染後の詳細
な癌化の機序は明らかではない．近年，癌抑制遺伝
子として同定されたp53はサイタリン依存性キナー
ゼの阻害蛋白質WAF1／CIP1／p21の発現を誘導する
ことにより，細胞増殖をG1期で停止させることが
明らかとなり，このp53の不活性化が癌化を誘導す
ることが示されている．特に，今回のPCR－SSCP
の解析と同様にp53の構造遺伝子の異常は検出され
（8）
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ない場合でも，その蛋白がウイルス蛋白と結合する
ことにより癌抑制機構が失活する事も報告されてい
る43）．このことから，本研究ではp53蛋白とEBウ
イルス関連蛋白との結合を検出するために，免疫沈
降法により検討を行った結果，EBウイルス胃癌材
料においてp53とEBNA！の結合が示唆される結果
を得た．現在までにp53はEBウイルス関連抗原で
あるEBNA544）やZEBRA45）との結合は示されてい
るがEBNA1との報告はなく，今回の結果は
EBNA1を構成しているアミノ酸配列のなかに
EBNA5と共通するp53結合領域がある可能性が考
えられ現在解析を行っている．
　今回の検索ではウイルス産生株であるB95－8を用
いて感染実験を行ったが，同様な産生株である
P3HR－1を用いた従来の報告では，この細胞株から
のウイルスは感染細胞のEBNA1を高率に発現する
ことが知られており，今後は，この細胞株からのウ
イルスを用いp53とEBNA1との結合能を検討する
予定である．更に今回の検索でEBV陽性の胃癌を
解析することにより，EBNA1とp53の結合が検出
され，胃粘膜の不死化の一因が示唆されたが，この
機序単独で完全な細胞の癌化が成立するとは考えに
くく，レチノブラストーマ遺伝子等他の癌抑制遺伝
子との関連や様々な癌遺伝子の活性化が複雑に関与
していることが推測されていることから，今後の検
討で明らかにしていきたい．
　本検索から，EBウイルスの再活性化が胃粘膜上
皮へのウイルス感染の要因になる可能性が示唆され
たが，生体内で潜伏感染しているEBウイルスがど
の様な機序で再活性化を生じるのかは未だに明らか
でない．EBV再活性化，特にZEBRAをコードして
いるBZLF1遺伝子の発現はin　vitroではTPA処
理46・47），カルシウムイオノフォア処理48），膜表面
IgG架橋32），　Nitric　Oxide（NO）inhibitor処理49），
細菌由来n－butyrateso・　5i＞，　P3HR．1の重感染による
het　DNA形成7，52），　Human　Herpes　Virus　6（HHV－
6）の重感染53），TGF－b54）などで誘導されることが
報告されているものの，胃粘膜局所ではどのような
刺激によって再活性化が誘導されるのかは明らかで
はない．しかし胃粘膜局所で報告されているヘリコ
バクター・ピロリ等の他の微生物との重感染や様々
な免疫異常によって誘導されている可能性が考えら
れる．またヘリコバクター・ピロリによる持続的な
炎症状態を示す上皮では病変局所で産生された
TNF一α，　IFN一γなどのサイトカインによってHLA－
DRの発現が誘導されており活性化状態にあると考
えられる．このような活性化状態にある上皮細胞に
さらにサイトカイン，細胞増殖因子などによる副刺
激が加わった場合には再活性化刺激とクロストーク
するようなシグナルが伝達されZEBRAを介して
EBV再活性化が生じている可能性もある．
　将来的にこの再活性化機構が解明されればEBウ
イルス関連胃癌のみならず，本ウイルスに起因する
多くの疾患の治療に役立つものと思われる．
結 論
　1．胃癌の約1割にみられるEpstein－Barr（EB）
ウイルス関連胃癌の発生機序を明らかにする目的か
ら，EBウイルスの胃粘膜上皮への感染機序と本ウ
イルスを介した癌化の機序を検討した．
　2．EBウイルス関連胃癌組織ではウイルスの活
性化の指標であるZEBRA抗原の陽性細胞はリンパ
球浸潤巣に局在し，ZEBRA遺伝子の発現量はリン
パ球浸潤の強さと同様な傾向を示した．
　3．胃癌細胞株を用いたEBウイルス感染実験で
は高率に感染が成立し，更に癌抑制遺伝子p53蛋白
とEBウイルス蛋白（EBNA1）との結合が認めら
れたことから，癌抑制機構が不活化されている可能
性が示唆された．
　4．以上の結果からEBウイルス関連胃癌の成立
機序に胃粘膜上皮下のEBウイルス感染B細胞の
再活性化が関与し，上皮細胞に感染した後，p53蛋
白とウイルス蛋白が結合することが発生原因の一一つ
と考えられた．
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Possible　mechanism
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ1nteraCt10n
of　Epstein－Barr　virus　and　p53
for　gastric　carcinoma
Hiroaki　TANAKA
The　Third　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Yasuhisa　KOYANAGI）
　　In　order　to　analyze　the　onset　of　Epstein－Barr　virus　（EBV）一associated　with　gastric　carcinoma　（EBVaGC），
the　mechanism　of　EBV　infection　in　gastric　mucosal　epithelium　was　investigated　together　with　EBV－
induced　oncogenesis．
　　Using　10　cases　of　EBVaGC　surgical　specimens　in　which　the　gene　expression　of　EBV－encoded　small
RNA　（EBER），　was　recognized．　ZEBRA，　a　marker　of　virus　reactivation，　antigen　and　gene　were　also
detected　in　these　tissues．　ZEBka　antigen　expressing　cells　exhibited　localization　in　the　infiltrate　of　subep－
ithelial　lymphocytes，　and　the　increased　levels　of　ZEBRA　gene　expression　showed　correlate　with　the
degree　of　lymphocyte　infiltration．　These　results　suggest　that　virus　produced　by　subepithelial　infiltrated
lymphocytes　infect　the　gastric　mucosal　epithelium．　ln　attempting　to　infect　gastric　carcinoma　cell　line
using　viral　productive　cell　line　in　vitro，　high－efficiency　infection　was　detected．
　　The　relationship　between　EBV　and　tumor　suppressor　gene　p53　was　also　examined．　ln　EBVaGC，　point
mutation　of　p53　was　not　detected．　The　immunoprecipitate　study　was　suggested　that　the　suppressor
mechanism　is　inactivated　through　the　binding　of　p53　protein　and　Epstein－Barr　virus　nuclear　antigenl
（EBNAI）　protein．
　　These　findings　suggcst　that　the　intcraction　of　p53　a皿d　EBNAI　after　EBV　infcction　of　epithelial　cells
is　one　of　possible　mechanism　for　gastric　carcinoma．
〈Key　words＞　Epstein－Barr　Virus，　gastric　carcinoma，　p58，　ZEBRA，　EBNAI
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